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論 文 内 容 要 旨
(序)ヒ ト及 び実 験 動 物 の 種 々臓 器 由 来 の 癌 細 胞 は,主 と してそ の 細 胞 表 面 に,腫 瘍 関 連抗 原 を
保 持 して い る。
腫 瘍 関 連抗 原 は,正 常 の組 織 抗 原 の 量 的 増 加 で あ る場 合,癌 発 生 部位 の 正 常組 織 には無 くて も他
の 正 常組 織 に は 存 在 す る異 所 的抗 原 で あ る場 合,胎 児 組 織 に存 在 す る胎 児生 抗 原 で あ る場 合,及 び
腫 瘍 に特 異 的 な抗 原 で あ る場 合,等 が 考 え られ る。1
生 体 内 で,自 己の 腫 瘍細 胞 に表 現 され て い る腫 瘍 関 連抗 原 に対 す る免 疫 応 答 が 誘起 され る か ど う
か は別 に して,癌 細胞 に特 徴 的 な マ ー カ ー とな る抗 原 を 知 る こと は,癌 の早 期 発 見,診 断 に有 用 で
あ る。
本 研 究 で用 い たN-butyl-N一(4-hydroxybutyl)nitrosamine(BBN)に よ り誘 発 され
る ラ ッ ト膀 胱 癌 発 生 の シ ス テ ム は発 癌 剤 の投 与 期 間 と膀 胱上 皮 の組 織 学 的 変 化 と の 相 関 が 明 らか
で あ り,正 常細 胞 か ら中間 段 階(前 癌 状 態)の 細 胞 を経 由 して癌 細 胞 へ至 る過 程 の細 胞 表 面抗 原 の
変 化 の解 析 に適 当 で あ る と考 え られ る。
そ こで,第2章 で異 種 免 疫 血 清 を 用 い,ラ ッ トの正 常 膀 胱 上 皮(Normalbladderepithelium,
NBE)及 び膀 胱 癌(Bladder.cancer,BC)の 細 胞 表 面抗 原 の差 異 を検 討 し,第3章 で はNBE及 び
BCと,そ れ ぞれ 特 異 的 に反 応 す る抗 体 を 用 い,BBNに よ る発 癌 過 程 にお け る ラ ッ ト膀 胱 上 皮 細胞
の抗 原 性 変 化 を追 求 した 。 〆
近 年,免 疫 学 の 分 野 で細 胞 融合 の 手法 が応 用 され,抗 原 特 異 的 な単 一 ク ロー ン抗 体(Monoclo-
alantibody)を 産 生 す る雑 種 細 胞(Hybridoma)の 作製 が可 能 と な り,従 来 の免 疫 血 清 を用 い
た研 究結 果 が再 検 討 され て い る。
そ こ で第4章 で は,ラ ッ ト膀 胱 癌 細 胞 と反 応 す る抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ドー マ の 作製 と,モ ノ
ク ロー ナ ル抗 体 を 用 い た 細 胞 表 面抗 原 の 解 析 に つ い て述 べ た。
(実 験 方 法)
o抗 血 清 の 作製ACI/知 ラ ッ トのNBE,表 皮 細 胞(epidermalcell),及 び 同系 ラ ッ トにB
BNを 投 与 して得 られ た膀 胱 癌 の 移 植 系 で あ るBC47で 各 々ウ サ ギを 免 疫 し,抗NBE血 清,抗BC
47血 清 を 得 た。
○抗 血 清 の吸 収 試 験ACI/Nラ ッ トの リ ンパ 系 組 織 で 抗 血 清 を 処 理 した 後,他 の 正 常 及 び 癌
組 織 に よ る吸 収 を行 な い,残 存 す る抗 体 活 性 を種 々の標 的 細 胞 と の反 応 に よ り検 索 した。
○細胞表面抗原の榊 艦 麟 解 欄 轄 騨 験 間接蛍光抗縮 及び齢 麺 球鰭 撒
(MHAtest)を 用 い た。
o細 胞 恥 合
1同系 ラ ッ ト甲来(ρ膣 聯癌 細胞BC31-asで 免 疫 したACI/Nラ ッ トの 脾 細 胞 と
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BAI、B/Cマ ウ ス由来 の骨 随 腫(Myeloma)細 胞 との異 種 融 合 を 行 な った 。脾 細 胞 と ミエ ロ ーマ
細胞 を10:1の 比 率 で,ポ リエ チ レ ング リコ ール を 用 い て融 合 し,Aminopterinを 含 むHAT培
地 中 で培 養 す るこ と に よ り雑 種 細 胞(Hybridoma)を 選別 した 。
(結 果)
1)未 吸収 の抗NBE血 清,抗BCE血 清,抗BC47血 清 は共 に,NBE,BC47,そ の他 のACI/N
ラ ッ ト由来 細 胞(リ ンパ 系 細 胞,線 維 芽 細 胞)と 反応 した こ とか ら,NBE,BC47細 胞 表 面上 の共
通抗 原(種 属 特 異 抗 原)の 存 在 が 示 され た。
2)リ ンパ 系 組 織 で 吸 収 後の 抗NBE血 清,抗BC47血 清 は共 に,リ ンパ 系 細 胞,線 維芽 細 胞 と
の反 応 性 は 消 失 した が,な お,NBE 、,BC47と は 反応 した こ とか ら「,種属 特 異 抗 原 以 外 に も,NBE,
BC47は 共 通 抗 原(上 皮特 異抗 原)を 有 して い る こ とが示 され た 。 更 に,そ の他 の正 常 組 織 に よ る
吸収 を 行 な った 結 果,脳,筋 肉,肝 臓 は 土皮 特 異 抗 原 に 乏 しく,肺,腎 臓,小 腸,皮 膚,膀 胱 は同
抗 原 に富 む こ とが 示 され た 。
3)抗NBE血 清 は,正 常組 織 中,膀 胱 で 吸収 す る こ とに よ って の み,そ の抗 体 活 性 を 消 失 した.こ
とか ら,NBEは 他 の 正 常組 織 に は存 在 しな い特 異 抗 原(NBE抗 原)を 保 持 して い る こ と が 確 認 さ
れ た。 ま た,同 血 清 は 種 々の ラ ッ ト膀 胱 癌細 胞 で 吸収 後 もNBEと 反 応 した こと か ら,膀 胱 癌 細 胞 で
のNBE抗 原 の 欠 損,ま たは抗 原 量 の低 下 が示 唆 され た 。
4)抗BC47血 清 が 膀 胱 で 吸 収 後:もBC47と 強 く'反応 した こと か ら,BC47はNBEに 存 在 しな
い特 異抗 原 を保 持 して い る こ とが確 認 され た。 同血 清 とBC47と の 反 応 は,種 々の ラ ッ ト'膀胱 癌 同
様,正 常皮膚組織 による吸収によっても消失 したことから,膀 胱癌一皮膚共通卸原(BCrSK抗 厚)
の存 在 が 示 唆 され た 。
5)リ ンパ 系組 織,及 び肺 組 織 で 吸収 後 の抗NBE血 清 はNBE・ と は強 く,種 々の膀 胱 癌 細 胞 及 び 、
血 サitro変 異 膀 胱 上 皮 細胞 とは 弱 く反 応'したが,他 の正 常及 び癌 細 胞 と の反 応 性 は 認 め られ な か っ
た。 そ こで 以 後 の 実験 で は,同 血清 をNBE抗 原 の検 出 に用 い た 。(NBE抗 原 タ イ ピ ング血 清)
リンパ 系組 織 及 び肺 組 織 で 吸収 後 の抗BC47血 清 は,種 々の膀 胱 癌 細 胞,invitro変 異 膀 胱 上 庚
細 胞 及 び 表皮 細胞 とは 強 く反応 した が,NBEそ の他 の正 常 及 び癌 細 胞 との反 応 性 は認 め られ なか っ
た。 そ こで以 後 の 実験 で は,同 血 清 をBC-SK抗 原 の検 出 に用 い た。(BC-SK抗 原 タ イ ピ ング
血 清)
6)BC-SK抗 原 タイ ピ ン グ血 清 と抗 表 皮 血 清 の特 異 性 が 一致 した こ と よ り,BC-SK抗 原 と
表皮 関 連抗 原 は 同 一 の抗 原 系で あ る こと が証 明 さ れ た 。
7)BC-SK抗 原 タ イ ピ ン グ血 清 と種 々のageのACI/Nラ ッ ト表 皮 細 胞 と の反 応 を検 索 した
結 果,BC-SK抗 原 は 胎児 及 び 生 後2日 目ま で の新 生 児 由来 の表 皮 細 胞 では 検 出 され な い が,生 後
3日 目で 出現 し,以 後,加 齢 に伴 い,抗 原 量 が増 加 す る こと が確 認 され た。 ま た,BC-SK抗 原 陰
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性 の生 後2日 ま で の ラ ッ ト由来 表 皮 細 胞 で,培 養 期間 の延 長 に伴 う同 抗 原 の 出現 が観 察 され た。.
NBE抗 原 は,ラ ッ トのageま た は培 養 期 間 に 関係 な く,表 皮 細 胞 で は検 出 され な か った。
8)NBE抗 原 タ イ ピ ング血 清 が マ ウ ス 及 び モ ル モ ッ トの正 常 膀 胱 上 皮 細 胞 と反 応 しなか った こと 、
よ り,NBE抗 原 は ラ ッ ト特 異 的 と推 定 され た。
BC-SK抗 原 タイ ピ ング血 清 は ヒ トの膀 胱 癌 細 胞 とは 反 応 しなか ったが,マ ウ スの 膀 胱癌 及 び表
皮 細 胞 と反 応 した。 しか しなが ら,同 血 清 の 抗 体 活 性 は マ ゥ ス膀 胱 癌,表 皮 細 胞 に よ る吸収 で は完
全 に は 消 失 しなか った こ と よ り,BC-SK抗 原 は 一i)ラ ッ ト特異 的,及 びh)ラ ッ トと マ ウ
スに 共 通 一 な2つ の抗 原 系 か ら成 る こ とが確 認 され た 。
9)BBNに よ る ラ ッ ト膀 胱 癌発 生過 程 の 初 期(BBN投 与8週)の 膀 胱上 皮 細 胞 で,BC-SK抗
原 が検 出 され,以 後,周 抗 原 の 量 的 増 加 が観 察 され た。NBE抗 原 はBBN投 与 期 間 中,抗 原 量 の変
化 は 認 め られ ず,原 発 膀 胱 癌 細 胞 で も同 抗 原 は正 常 膀 胱 上 皮 と 同 レベ ル で あ った。
10)BBN投 与4週 の ラ ッ ト膀 胱 上 皮 細胞(NBE抗 原 陽 性)を 長 期 間 培養 す る こ とに よ るBC一 、
SK抗 原 の 出 現 と,NBE抗 原 の量 的減 少 が認 め られ た。 同様 の傾 向 は,BBN投 与8週,及 び12週
の ラ ッ ト膀 胱上 皮 細 胞 で も観 察 さ れ た 。
11)長 期 間 移植 継代 され て い る ラ ッ ト膀 胱癌 細 胞BC31を 培養 す る こ と に よ り,付 着 型 でBC-
SK抗 原 陽 性 のBC31-adと 浮 遊 型 でBC-SK抗 原 陰性 のBC31-onadが 得 られ た。後 者 は腹 水
化 に成 功 し,BC-asと 呼 ば れ る。
12)BC3ユ ーasは 同 系 のACI/Nラ ッ トで抗 体 産 性 を誘 起 し,得 られ た抗 血 清 はBC-31-as
との み特 異 的 に反 応 した。
13)BC31-asで 免 疫 した ラ ッ トの 脾 細 胞 と マ ウ スの ミエ ロ ー マ細 胞 との 異種 融 合 に よ り,Bq
31-as、 と反 応 性 の モ ノ ク ロー ナル 抗 体 を 産 生 す るハ イ ブ リ ドー マ が確 立 され た。
14)モ ノ ク ロー ナル 抗 体 はBC31-as全 体 の10～15%の 細 胞 と しか 反 応 しなか っ た。 陽 性 細
胞(80%以 上 モ ノ ク ロー ナ ル抗 体 と反 応)及 び陰 性 細 胞(5%以 下 の 反 応 性)の ク ロー ン化 に 成
功 した こ とよ りゴ この低 い モ ノ ク ロー ナル抗 体 と の反 応 性 が,細 胞 周 期 によ る も ので はな く,BC
31-asが 抗 原 的 に異 な る少 くと も2つ の細 胞 群 か ら成 る こと に よ る も ので あ る こ と が証 明 され た 。
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審 査 結 果 の 要 旨
癌細胞にはその癌細胞が由来 した正常細胞には存在 しない種 々の抗原を表現 していることが知 ら
れている。このような抗原解析には移植による拒否反応及び担癌または免疫動物の細胞による破壊
反応などの,い わゆる細胞性免疫か らのアプ ローチがあるが,こ れ らの方法では抗原の特異性や化
学的性質を明かにすることは極めて困難である。この目的のためには体液性抗体による解析が有利
である。著者はこの線に添って膀胱癌表面に存在する抗原系の解析を行 った。
ウサギをラット膀胱正常上皮細胞(NBE)ま たは膀胱癌(BC)で 免疫 して得た抗血清を用い吸
収操作を加味 してNBE及 びBC細 胞の表面抗原を解析 した結果,1)NBE及 びBCに は正常ラッ
トリンパ球その他の正常組織に存在する抗原並びに上皮性組織の細胞に存在す る抗原が共通 して存
在すること,2)NBEに はNBE固 有の抗原(NBE抗 原)が 存在すること,3)BCに は このほか
に皮膚上皮細胞と共通すう抗原(BC-SK抗 原)が 出現しているこζ,な どを明かにした。さらに




抗原は結節性肥厚のみ られる時期の細胞に既に表現され,そ の癌への進行に伴 って抗原量が増加す
ることが明かとな った。また,BC-SK抗 原表現のない早期の膀胱上皮細胞を培養す るとこの抗原
が発現することも見出された(第3章)。 、
第4章 では同系膀胱癌で免疫 したラッ トの脾細胞と ミエローマ細胞との融合を行 うことにより作
成 したハイブ リドーマから産生 される単 クローン性抗体によるラヅ トの膀胱癌細胞の表面抗原の解
析を行 った。その結果,抗 原に用いたBC-31as膀 胱癌細胞は上の単クローン性抗体に対応する抗
原が陽性の細胞群(10-15%)と 陰性の細胞群との混合形であることが明かにされた。
以上の研究は膀胱癌に表現 される抗原系の基礎的な解析結果を示すと同時に将来,ヒ ト膀胱癌の
診断や治療へのアプローチにもつながる重要な知見を含み,博 士論文として十分評価 し得るものと
考える。
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